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由图 4 可以看出，膜通量 LMH曲线平缓，前期略微下降，
后期可是缓慢上升，这是由于重组蛋白发酵液杂蛋白较多，粘
度较大，前期微滤透析，膜通量 LMH会略微下降，随着微滤透
析进行，部分杂质不断透过，发酵液粘度降低，发酵液变得较
为干净，透过速度变快，所以膜通量 LMH越来越大。
2. 5 蛋白透过情况 在 2. 4 微滤透析过程中，初始取样为 0，
在洗滤过程中，洗滤透析体积为 1 倍、2 倍、3 倍、、4 倍时取重
组蛋白料液样，分别记为 0、1、2、3、4，以及取对应透过样，分
别记为 0 侧、1 侧、2 侧、3 侧、4 侧。将这些样品按照《中国药
典》2005 年版二部 SDS-PAGE 检测蛋白方法检测，10μL 上
样，同时上目的蛋白标样 7μg，电泳图谱如下:
图 5 蛋白透过电泳图谱
由图 5 可以看出，重组蛋白发酵液在洗滤进行 3 倍体积
时，目的蛋白透过约 90%，洗滤 4 倍体积时，目的蛋白基本透
过，微滤透过效果良好。
3 结论
通过以上实验图谱和数据，确定了最佳实验数据:TMP
为 0. 35bar和切向流速度 0. 8m·s － 1。采用此方法分离重组
蛋白发酵液目的蛋白，效果良好，可以有效的去除杂质，有选
择的收集目的蛋白，而微滤自身的一些特有的优势，微滤在发
酵后期澄清分离有着广阔的应用前景。
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高效液相色谱法测定万古霉素血药浓度的分析与研究
宋祖栏(厦门大学附属第一医院药学部 厦门 361000)
摘要:目的 探讨万古霉素采用高效液相色谱法测定血药浓度效果。方法 本次实验应用外标法定量，经 5%高氯酸处理万古霉素血浆样品，
应用高效液相色谱法对血药浓度测定。结果 血浆中万古霉素在 1. 56 ～ 100. 00mg·L －1浓度范围时，具良好的线性关系，为 0. 33mg·L －1检测
限，1. 56mg·L －1定量限。为 97. 25%平均回收率，ＲSD为 1. 16%。高、中、低浓度 ＲSD日内均值为 1. 31%，ＲSD日间均值为 1. 66%。结论 万
古霉素采用高效液相色谱法对血药浓度测定，具取样量少、准确、快速、灵敏等优点，有较高应用价值。
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ABSTＲACT:OBJECTIVE To investigate the effect of high performance liquid chromatography on the determina-
tion of serum drug concentration by high performance liquid chromatography. METHODS The external standard
method was used to determine the plasma concentrations of vancomycin in plasma samples. The plasma concentrations
were determined by high performance liquid chromatography with 5% hydrochloric acid. ＲESULTS The plasma
concentration of vancomycin had a good linear relationship in the 1. 56 ～ 100. 00mg·L －1 concentration range，with
0. 33mg·L －1 detection limit，1. 56mg·L －1 quantitative limit. The average recovery rate was 97. 25%，ＲSD was
1. 16%，daily average of High，medium and low concentrations ＲSD were 1. 31%，average inter-day ＲSD was
1. 66%. CONCLUSION The high performance liquid chromatography method for the determination of plasma con-
centration，with the advantages of less sampling，accurate，rapid and sensitive，has higher application value.
KEY WOＲDS:High performance liquid chromatography;Vancomycin;Plasma concentration
万古霉素可抑制细菌细胞壁中期肽聚糖的合成，且对细
胞质膜改变有一定的促进作用，使 ＲNA 的合成受抑，进而在
一定程度上损伤原生质体，具较强杀灭革兰阳性菌作用，属糖
肽类抗菌药物，是现阶段首选对耐甲氧西林金葡菌治疗药物。
有研究指出，万古霉素有较高的谷浓度、疗程长、为主要引起
肾毒性的危险因素〔1〕。国内外指南目前均推荐应用万古霉
素，强调行药物监测可实现个体化给药，维持血药浓度在有
效、安全范围，并降低耐药菌产生机率〔2〕。本次研究应用高
效液相色谱法对万古霉素血药浓度测定，具操作简单、血浆取
样量少、快速等优点，现将具体监测内容报告如下。
1 材料
1. 1 仪器 KQ-250DE数控超声波清洗器(昆山市超声仪器
有限公司) ;LC20A 高效液相色谱仪(日本岛津公司) ;津腾
GM-0. 5B隔膜真空泵(天津市津腾实验设备有限公司) ;FE-
20K酸度计(德国 METTLEＲ TOLEDO公司) ;Mini14K微型高
速离心机(杭州奥盛仪器有限公司) ;移液器(德国MET TLEＲ
TOLEDO公司) ;涡旋混匀器(Scientific Industries)。
1. 2 试药 乙腈(天津市化学试剂一厂，生产批号:120917) ，
万古霉素标准品(上海士锋科技有限公司，生产批号:
KOO59) ，磷酸二氢钾(天津市化学试剂一厂，生产批号:
130507) ，高氯酸(天津市化学试剂一厂，生产批号:121028)、
磷酸(天津市化学试剂一厂，生产批号:120315) ，乙腈为色谱
纯，高氯酸、磷酸、磷酸二氢钾均为分析纯。
2 方法与结果
2. 1 实验色谱条件 保护柱:设置为 Inertsil ODS-SP C18
(10mm × 4mm，5μm) ;色谱柱:设置为 Inertsil ODS-SP C18
(150mm × 4. 6mm，5μm) ;流速度 0. 5mL·min －1;流动相:设
置为乙腈-0. 025mol·L －1(pH 3. 2)的磷酸二氢钾缓冲液，即
11. 5∶88. 5;检测波长 230nm，进样量 20μL，柱温 30℃。
2. 2 配制溶液 ①制备标准品溶液:对万古霉素标准品精密
称取，称取量为 11mg，在 10mL 量瓶中放置，实成纯水溶解定
容后，至刻度处，配置 1. 0mg·mL －1标准品溶液，保存在 －
20℃冰箱中备用。②处理血样:取 100μL 血浆样品在 1. 5mL
离心管中放置，加入 100μL 5%高氯酸溶液，涡旋 3min，离心
5min(12000r·min －1) ，检测上清液，进样量 20μL。自应用万
古霉素的患者取血液样品。
2. 3 专属性考查 本次研究所用万古霉素于实验中，上述色
谱条件下，安排 8. 7min保留，色谱峰峰形观察呈尖锐状时，分
离较理想，理论塔板数经测定 ＞ 3000，实用分离度 ＞ 1. 5，实验
拖尾因子 ＜ 1. 2，于血浆中分布的内源性杂质未干扰测定过
程。
2. 4 绘制标准曲线 取适量万古霉素标准溶液，加入空白血
样，配制浓度为 100mL·L －1、50mg·L －1、25mg·L －1、12. 5mg
·L －1、6. 25mg·L －1、3. 12mg·L －1、1. 56mg·L －1的实验用血
浆样品。参考“血样处理”项下的具体方法进行检测。以纵
坐标为万古霉素峰面积 Y，横坐标为血浆万古霉素浓度(X) ，
行回归运算，获得回归方程，具体为:Y = 20411X + 18094，(r
= 1)。结果显示，血浆中万古霉素在 1. 56 ～ 100. 00mg·L －1
浓度范围时，具良好的线性关系，为 0. 33mg·L －1检测限，
1. 56mg·L －1定量限。
2. 5 回收率试验 对万古霉素血浆样品配置，2mg·L －1、
20mg·L －1、80mg·L －1各 3 份，测定根据实验中“血样处理”
项下的具体方法开展。以标准曲线回归方程正确计算样品浓
度，依据实测浓度与理论浓度具体比值对回收率计算，为
97. 25%平均回收率，ＲSD经测定为 1. 16%。
2. 6 精密度试验 对万古霉素血浆样品配置，2mg·L －1、
20mg·L －1、80mg·L －1各 5 份，依据“血样处理”项下具体操
作步骤实施。1 日内对不同万古霉素浓度样品测取，完成日
内精密度计算，依据上述浓度血样每日各制备 5 份，连续测
3d，获取日间精密度。高、中、低浓度 ＲSD 日内均值为
1. 31%，经统计 ＲSD日间均值为 1. 66%。
2. 7 检测稳定性 对万古霉素 2mg·L －1即低浓度、20mg·
L －1即中浓度、80mg·L －1即高浓度血浆样品在 － 20℃冰箱中
冷冻 7d、室温避光放置 12h、－ 20℃冰箱冻融循环 3 次后相关
稳定性考查。经不同条件保存后，测定浓度，中高浓度偏差 ＜
15%，低浓度偏差 ＜ 20%，ＲSD在 0. 58 ～ 4. 76%之间。
3 讨论
临床测定万古霉素血药浓度的方法有高效液相色谱法、
·15·
Strait Pharmaceutical Journal Vol 29 No. 7 2017
荧光偏振免疫法、微生物法等。但荧光偏振免疫法专属性差，
结果偏高，且试剂盒价格昂贵，使其临床应用受限;微生物法
用时过长〔3，4〕。而高效液相色谱法有较高的准确度，具相对
强的专属性，在万古霉素血药浓度中更为适用〔5〕。本次实验
应用此种方法，重视流动相、蛋白沉淀剂、外标法的选择，结合
结果，血浆中万古霉素在 1. 56 ～ 100. 00mg·L －1浓度范围时，
具良好的线性关系，为 0. 33mg·L －1检测限，1. 56mg·L －1定
量限。为 97. 25%平均回收率，ＲSD 为 1. 16%。高、中、低浓
度 ＲSD日内均值为 1. 31%，ＲSD 日间均值为 1. 66%。提示
采用高效液相色谱法对万古霉素血药浓度测定，结果准确、方
法快速、操作简单、取样量少、反馈及时，在药动学研究和血药
浓度监测中较适合应用，为临床合理、安全用药提供了保障。
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ＲP-HPLC法测定人血浆中卡马西平浓度
王丽霞1，陈清霞2，杨红梅3，梁小丽3，刘伟忠1(1. 广州医科大学附属脑科医院(广州市惠爱医院)药学部 广州
510370;2. 中山大学附属第二医院药学部 广州 510120;3. 广州市妇女儿童医疗中心药学部 广州 510120)
摘要:目的 建立反相高效液相色谱法测定人血浆中卡马西平浓度的方法。方法 以 Agilent TC-C18反相柱(150mm × 4. 6mm，5μm)为色谱
柱，流动相为 0. 03mol· L －1醋酸铵-乙腈-甲醇(20 ∶ 15 ∶ 65 V /V /V) ;流速:0. 8mL·min －1;检测柱温:35℃;检测波长:285nm。灵敏度为
0. 01AUFS。以乙酸乙酯和二氯甲烷 (80∶20 V /V)为提取剂。结果 卡马西平的低、中、高(2. 0，8. 0，48. 0μg·mL －1)3 种浓度平均相对回收率
分别为 101. 1%，100. 6%，99. 89%，提取回收率分别为 81. 91%，85. 02%，88. 53%;日内、日间相对标准偏差(ＲSD)均低于 10%(n = 5) ;分析方
法的检测限 0. 5μg·mL －1;线性范围为 1. 0 ～ 64. 0μg·mL －1。线性方程:Y = 12. 512X + 1. 46，相关系数 r = 0. 9991(n = 8)。结论 该方法简
单、快速、灵敏、准确，可用于卡马西平临床血药浓度监测和药动学研究。
关键词:卡马西平;血药浓度;高效液相色谱法
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Determination of the Concentration of Carbamazepine in Human Plasma
by ＲP-HPLC with UV Detection
WANG Li-xia1，CHEN Qing-xia2，YANG Hong-mei3，LIANG Xiao-li3，LIU Wei-zhong1 (1. Department of
Pharmacy，The Affiliated Brain Hospital of Guangzhou Medical University(Guangzhou Huiai Hospital)
Guangzhou 510370，China;2. Department of pharmacy，The Second Affiliated Hospital，Sun Yat-sen Uni-
versity，Guangzhou 510120，China;3. Department of pharmacy，Guangzhou women and children，s medical
center，Guangzhou 510120，China)
ABSTＲACT:OBJECTIVE To establish a method for determining the concentration of carbamazepine in human
plasma by ＲP-HPLC. METHODS The drug from plasma was analyzed in a reverse phase HPLC system Agilent
TC-C18 column(150 mm ×4. 6mm，5μm) ;mobile phase consisted of 0. 03mol·L
－1 ammonioum-acetonitrile-metha-
nol(20:15:65v /v /v) ;the flow rate was 0. 8mL·min －1;the detection temperature was at 35℃，the detection wave-
length was at 285nm. The sensitivity was 0. 01 AUFS. Ethyl acetate and dichloromethane was used as extracting sol-
vent. ＲESULTS The average recoveries of carbamazepine in low，middle and high concentrations (2. 0，8. 0，
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